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SISTEMAS MICELARES TERMOSENSÍVEIS DE PVA/F-127 PARA A LIBERAÇÃO 




O óxido nítrico (NO) é uma espécie endógena presente em todas as células e 
está envolvida em muitos processos biológicos. S-nitrosotióis (RSNOs) representam 
uma classe de doadores de NO encontrados endogenamente nos mamíferos e 
apresentam capacidade de liberação de NO por vias térmica e fotoquímica. Assim, a 
incorporação destas moléculas em matrizes poliméricas pode proporcionar formas de 
liberação tópica de NO controladas pela irradiação com luz visível. Neste projeto, o 
RSNO S-nitrosoglutationa (GSNO) foi incorporado em nanocarregadores 
termosensíveis compostos de hidrogéis de poli(álcool vinílico) (PVA) e copolímero em 
tribloco de PEO-PPO-PEO (F127), para a liberação fotoquímica de NO. Estas matrizes 
são sistemas heterogêneos compostos de micelas de F127 com núcleos hidrofóbicos 
de PPO, permitindo assim um controle cinético da liberação de NO em aplicações 
localizadas. As formulações foram preparadas a partir das soluções poliméricas em 
meio aquoso e foram caracterizadas quanto às suas propriedades térmicas que foram 
temperatura crítica de micelização, (CMT) por calorimetria exploratória diferencial (DSC) 
e tamanho e empacotamento de micelas por espalhamento de raios-X à baixo ângulo 
(SAXS). As cinéticas de liberação fotoquímica de NO sob irradiação com luz visível 
foram acompanhadas por espectrofotometria através do decaimento da banda de GSNO 
e detecção de NO liberado em tempo real, por quimiluminescência. Os resultados 
apresentados nesse trabalho mostraram que foi possível modular a liberação de NO a 
partir das formulações estudadas variando-se as quantidades de F127 e PVA, devido 
às mudanças nas propriedades das soluções, como as temperaturas de gelificação e o 







THERMOSENSITIVE MICELLAR SYSTEMS OF PVA / F127 FOR 
PHOTOCHEMICAL NITRIC OXIDE RELEASE 
 
 
Nitric oxide (NO) is an endogenous specie present in all cells and it is involved in 
many biological processes. S-nitrosothiols (RSNOs) represent a class of NO donors 
found endogenously in mammals and it has the ability to release NO by thermal and 
photochemical pathways. The incorporation of these molecules in polymeric matrices 
can provide topical NO release controlled by irradiation with visible light. With this 
purpose, RSNO S-nitrosoglutathione (GSNO) was incorporated into thermosensitive 
nanocariers of poly (vinyl alcohol) (PVA) and triblock co polymer PEO-PPO-PEO (F127) 
for photochemical release of NO. Those matrices are heterogeneous systems composed 
of F127 micelles with hydrophobic cores of PPO, thus allowing a kinetic control of NO 
release in localized applications. The formulations were prepared using polymer in water 
solutions and were characterized as to their thermal properties such as critical 
micellization temperature (CMT) by differential scanning calorimetry (DSC), micelle size 
and packing by small angle X-ray scattering (SAXS). The kinetics of photochemical NO 
release under irradiation with visible light was monitored by the decay of the GSNO band 
using spectrophotometer and detection of NO released in  real time by 
chemiluminescence. The results presented in this study showed that it was possible to 
modulate the release of NO from the formulations varying the amounts of PVA and F127, 
due to changes in the properties of the solutions such as gelation temperatures and the 
type of micelle packing for each formulation. 
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1.1 Óxido nítrico 
 
Até meados da década de 80, o oxido nítrico (NO) era conhecido apenas como um 
poluente atmosférico, no entanto após a sua descoberta in vivo e sua importância em vários 
processos fisiológicos muitos estudos têm sido realizados tendo o NO como alvo principal1. 
 
O NO é uma molécula diatômica formada por um átomo de nitrogênio e um átomo de 
oxigênio que possui 11 elétrons em sua camada de valência e sua configuração eletrônica é 
(σ1s)2(σ1s*)2(σ2s)2(σ2s*)2(π2p)4(σ2p)2(π2p*)1. Por apresentar um elétron desemparelhado, a 
molécula de NO é paramagnética, e apresenta caráter radicalar2. Essa é uma característica 
importante, uma vez que grande parte dos processos biológicos que envolvem esta molécula 
ocorrem via estabilização do elétron desemparelhado localizado no orbital π antiligante (π*). 
A molécula de NO apresenta pequeno volume molecular, e se encontra no estado gasoso à 
temperatura ambiente. O NO é pouco solúvel em água (1,9mM a 25°C), sendo mais solúvel 
em solventes apolares como n-hexano (0,13 M)3. Devido ao seu caráter radicalar, o NO 
possui uma meia vida no organismo humano de 10 a 100 ms e os valores de consumo 
celular do NO variam entre 0,01 a 7,5 s-1, portanto em sua forma livre ele pode reagir 
rapidamente com outras espécies radicalares, como oxigênio molecular, levando à formação 
de nitrito (NO2⁻), por exemplo (eqs. 1-3)4,5. 
 




NO2    + NO  → N2O3 (2) 
 
N2O3 + H2O → 2 NO2⁻  + 2 H+ (3) 
 
A reação com o ânion radical superóxido (O -•), é uma das mais importantes reações 
do NO em meio biológico e gera íons peroxinitrito (ONOO-), podendo deteriorar componentes 
celulares, como proteínas e DNA. Outra reação largamente estudada é a oxidação do NO em 
NO2, que ocorre in vivo6. 
 
Em 1987, Ignarro et al.7 e Palmer et al.8 provaram que o NO é o responsável 
pela relaxação da musculatura lisa vascular, até então atribuída a uma espécie 






endotélio (Endothelium-derived relaxing factor, EDRF)7–9. No entanto, o NO apresenta 
outras funções importantes além da vasodilatação, tais como, ação bactericida 
quando liberado em grandes quantidades pelos macrófagos, e a neurotransmissão, 
sendo também uma espécie fundamental no processo de coagulação sanguínea10,11. 
 
Nos mamíferos, o NO é sintetizado a partir do aminoácido L-arginina e do oxigênio 
molecular, e esse processo é catalisado pela enzima denominada NO sintase, dando origem 
ao aminoácido L-citrulina que posteriormente é reciclado e transformado novamente em L- 
arginina12,13 (fig. 1). 
 
 
Figura 1. Representação esquemática da biossíntese do NO a partir da L-arginina e O2 
formando o aminoácido L-citrulina. 
 
A NO sintase (NOS), que participa do processo de produção de NO, pode ser 
encontrada em três isoformas nos mamíferos, dependendo da região na qual ela é 
produzida e da função do NO produzido, sendo elas: neuronal ou nNOS presente em 
células nervosas e no miocárdio; induzível ou iNOS, presente em macrófagos e outras 
células do sistema imunológico; e endotelial ou eNOS, presentes em células dos vasos 
sanguíneos14,15. As diferentes isoformas da enzima NOS variam quanto à duração e 
intensidade da produção de NO. 
 
Devido à importância do NO in vivo, existem muitos estudos sobre moléculas 
doadoras de NO, capazes de estocar quantidades de NO a partir de moléculas 
doadores de NO e liberá-lo de maneira controlada. Bohl et al.16 incorporaram 






verificaram a eficiência na redução de agregação plaquetária e na proliferação de 
células musculares lisas in vitro devido à liberação de NO do material. 
 
1.2 Doadores de NO e  os RSNOs 
 
Devido às descobertas sobre a importância do NO em ações  biológicas, surgiu 
a necessidade de fontes exógenas de NO, para auxiliar no tratamento de doenças. 
Nesse sentido, várias classes de doadores de NO que apresentam reatividade e 
mecanismos de liberação diferentes, tem sido estudadas e utilizadas clinicamente. A 
liberação de NO pode envolver mecanismos enzimáticos, reações bimoleculares com 
moléculas precursoras ou reações unimoleculares promovidas por via térmica ou 
fotoquímica10,11,17–19. 
 
Dentre as classes de doadores de NO, os mais comuns são nitritos e nitratos 
orgânicos, complexos metálicos de NO, N-nitrosaminas e S-nitrosotióis (RSNO) (fig. 
2)5,20,21. Alguns compostos pertencentes a essas classes tem sido utilizados há anos 
em aplicações clínicas, como por exemplo o complexo metálico nitroprussiato de sódio 
(NPS) que é um potente vasodilatador20. 
 
 
Figura 2. Exemplos de doadores de NO de diferentes classes, usados clinicamente. 
 
 
A classe dos RSNOs tem sido amplamente estudada. Estas são moléculas 
orgânicas contendo um grupo funcional SNO, onde o NO está covalentemente ligado 
a um átomo de enxofre. Alguns nitrosotióis são encontrados endogenamente como 






a S-nitrosoalbumina (AlbSNO). No entanto, RSNOs sintéticos como como S- 
nitrosoacetilcisteína (SNAC) e S-nitrosoacetilpenicilina (SNAP) também são focos de 
estudo, pois possuem as mesmas propriedades biológicas que o NO22–25. 
 
 
Figura 3. Estruturas moleculares da S-nitrosoglutationa (GSNO), S-nitroso-Lcisteína 
(cysNO), S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP) e S-nitroso-N-acetil-DLcisteína 
(SNAC). 
 
A síntese mais simples e utilizada dos RSNOs se dá através da nitrosação do 
respectivo tiol com ácido nitroso (eq. 4). No caso da GSNO, é realizada a nitrosação 
da glutationa (GSH). A liberação de NO através dos RSNOs ocorre por meio da quebra 
homolítica da ligação S-N, que pode ocorrer por via térmica ou fotoquímica (eq. 5)5. 
Essa decomposição é uma reação auto-catalítica, de primeira ordem, na qual o radical 
tiila (RS•) formado a partir da quebra de uma ligação RS-NO, provoca a quebra de 
outro RSNO formando a ligação dissulfeto do produto RSSR (eq. 6), portanto a taxa 
de decomposição depende da frequência de reação do radical tiila com o RSNO 
intacto. No entanto, pode ocorrer a recombinação do radical tiila e do radical NO, 
impedindo a liberação de NO; esse fenômeno está sujeito ao efeito gaiola do solvente 
(cage effect), no qual o solvente impede o escape dos radicais  NO e RS, favorecendo 










RSNO → RS• + NO• (5) 
 
RS• + RSNO → RSSR + NO• (6) 
 
 
Nesse trabalho a GSNO foi usada como doador de NO, por ser encontrada 
endogenamente, sintetizada e armazenada de maneira simples e por ter sido usada 
em outros trabalhos no grupo. Essa molécula possui bandas de absorção na região 
do ultravioleta (UV) em 336 nm e na região do visível em 545 nm e sua decomposição 
pode ser acompanhada através dos decaimentos dessa bandas por espectroscopia 
UV-Vis28. A GSNO possui meia vida de aproximadamente 160 h quando armazenada 
em baixas temperaturas e protegida da luz, portanto diversos estudos apontam sua 
utilização como doador de NO em plataformas para liberação tópica, para 




1.3 Liberação Fotoquímica de NO a partir de   RSNOs 
 
Como já foi mencionado anteriormente, os RSNOs podem liberar NO por via térmica 
ou fotoquímica. Na liberação fotoquímica, a absorção de luz UV/Vis provoca a fotólise da 
ligação S-NO, aumentando a taxa de liberação de óxido nítrico36,37, 
 
A GSNO, apresenta bandas de absorção na região visível em 545 nm e na 
região UV em 336 nm. No entanto, no caso de soluções muito diluídas apenas a banda 
de absorção na região do UV (336 nm) pode ser observada e monitorada, devido ao 
seu maior coeficiente de absorção molar. As duas bandas em ambas as regiões estão 
associadas às transições eletrônicas do grupo SNO. A liberação de  NO por meio da 
irradiação da banda na região visível em 545 está associada à transição eletrônica nN 
→ π*. Já na região UV, em 336 nm, a quebra da ligação S-NO está associada à 
transição eletrônica π → π* (fig. 4). Essas transições eletrônicas enfraquecem a ligação 
S-NO devido à promoção do elétron para o orbital antiligante π*, provocando a quebra 








Figura 4. Espectros de absorção UV-Vis da GSNO em solução aquosa para as concentrações 
de 50 (a), 100 (b) and 150 (c) mM, mostrando as bandas características de absorção na região 
UV (336 nm) e visível (545 nm) e as respectivas transições eletrônicas associadas à essas 




Seabra e Oliveira38 mostraram resultados da decomposição térmica da GSNO 
em matrizes poliméricas de PVA e PVA (poli(álcool vinílico)/PVP (poli(vinil pirrolidona), 
que ocorre de maneira análoga à decomposição fotoquímica, que se dá através da 
quebra homolítica da ligação S-NO e liberação de NO,  formando  o dímero GSSG. A 
figura 5 mostra que simultaneamente ao desaparecimento das bandas características 
da GSNO em 336 e 545 nm, ocorre o aparecimento de uma nova banda com 
intensidade máxima em 270 nm, característica da formação do dímero GSSG, 
portanto acompanhando-se os espectros de absorção da GSNO pode-se acompanhar 
sua decomposição e consequente liberação de NO. 
 
Assim como na decomposição térmica, a decomposição fotoquímica leva à 






desaparecimento das bandas a 336 e 545 nm e o surgimento da banda de absorção 
do dímero GSSG, no entanto, o processo se dá devido à irradiação com luz. 
 
Figura 5. Mudanças espectrais na região UV/Vis associada com a decomposição térmica da 
GSNO a 37°C, provocando a liberação de NO e a formação do dímero de glutationa oxidada 
(GS-SG) em matrizes poliméricas de PVA, PVA, filmes PVA/PVP e em solução aquosa. A 
concentração da GNSO é de 9,3% m/m. O intervalo entre cada espectro foi de 10 min. 
(Editado de Amadeu et al. 2008. J. Surg. Res., 149 (2008) 84-93). 
 
Seabra et al.23 Mostraram que diferentes condições de irradiação promovem 
diferentes taxas de liberação de NO a partir da GSNO. Assim, a qualidade e a 
intensidade da fonte de luz podem ser usadas para modular a liberação de NO. Na 
figura 6 pode-se notar que a irradiação com luz de comprimento de onda λ > 480 nm 
é muito mais eficiente para aumentar a decomposição da GSNO e consequentemente 
a liberação de NO, em comparação com a irradiação com λ = 333 nm. Isso se deve 
ao monocromador usado na radiação com λ = 333 nm reduzir a intensidade da luz se 






Já a intensidade da radiação em λ = 480 nm atenuada é baixa, e como o coeficiente 
de absorção molar da GSNO também é menor na banda em 545 nm, a decomposição 
da GSNO é bem menor, quase como na ausência de luz. No entanto, a irradiação com 
luz UV/Vis aumenta significativamente a decomposição da GSNO devido às 




Figura 6. Curva cinéticas de liberação de NO em função do tempo a partir de GSNO em 
solução aquosa e em matriz de PEG no escuro, sob irradiação com λ = 333 nm, λ > 480 nm, 
e λatt > 480 nm atenuada e luz UV/Vis (200-900 nm) a 25°C. (Editado de Seabra et al. 2004. 
Nitric Oxide. 11 (2001) 263-272). 
 
Para a estabilização da GSNO e sua aplicação para liberação de NO, faz-se 
necessário o uso matrizes. Nesse contesto os biomateriais tem sido amplamente 









Os biomateriais tem sido amplamente utilizados para engenharia de tecidos, 
sistemas de entregas de fármacos39, implantes metálicos, produtos de higiene, dentre 
outros40–42. Os biomateriais são substâncias, sintéticas ou naturais, que  atuam nos 
sistemas biológicos com o objetivo de substituir, reparar ou tratar estruturas como 
tecidos e órgãos43. Eles são divididos em classes de acordo com o tipo de material do 
qual é constituído, podendo ser metálicos, cerâmicos ou poliméricos44. Para a 
utilização de biomateriais em interfaces biológicas, eles devem possuir características 
especificas como ser não-tóxico, não carcinogênico, quimicamente inerte, estável e 
possuir características mecânicas apropriadas para os diversos tipos de uso44. 
 
Os biomateriais poliméricos podem ser naturais ou sintéticos e apresentam 
inúmeras utilidades clinicas, devido à versatilidade e características como fácil 
obtenção, e até baixo custo de produção, em alguns casos. Podem ser utilizados para 
fabricação de próteses, pinos, parafusos, cartilagens, tendões, catéteres, marca-
passo, lentes de contato; para fins estéticos como próteses de silicone para seios, 
glúteos, reconstrução facial, dentre muitas outras45–47. Porém uma das principais 
utilidades tem sido a utilização em sistema capazes de liberar medicamentos em sítios 
específicos. Dentro dessa categoria se enquadram os sistemas capazes de liberar NO 
no organismo, como por exemplo no caso de stents revestidos com polímeros 
contendo doadores de NO para liberação local e prevenção de hiperplasia, que é 
aumento de tamanho de um órgão ou tecido, causada pela multiplicação do número 
de células48,49. 
 
A utilização de polímeros como matrizes para liberação tópica de NO e 
cicatrização de feridas vem sendo amplamente estudada e alguns dos polímeros mais 
utilizados são o poli(alcool vinílico) (PVA), Pluronic F127, Polietilenoglicol (PEG), 
policaprolactona (PCL), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), poli(vinil pirrolidona) 
(PVP), poli(óxido de etileno) (PEO)23,28,50,51,38. Georgii et al. 52 desenvolveram hidrogéis 
de F127 impregnados com GSNO para liberação de NO  em feridas cutâneas de ratos 






das feridas que foram tratadas com o hidrogel, em comparação com as feridas que 
não foram tratadas com NO. 
 
Dos polímeros acima mencionados, o F127 é um copolímero tribloco de 
[poli(óxido de etileno)-[poli(óxido de propileno)-[poli(óxido de etileno)], PEO-PPO- 
PEO (Pluronic F-127) (fig 7) que apresenta propriedades termosensiveis e por isso 
tem sido utilizado como veículo para entrega de fármacos53,54. Os unímeros PEO- 
PPO-PEO do Pluronic F127 estão distribuídos homogeneamente em solução aquosa 
abaixo da concentração micelar crítica (CMC) e temperatura micelar crítica (CMT). No 
entanto, acima da CMT ou CMC, ocorre a desidratação das cadeias hidrofóbicas de 
PPO e o F127 se auto associa formando micelas com núcleos de PPO, hidrofóbicos 
e coroas de PEO, hidrofílicas. Após a formação de micelas, se ainda houver aumento 
da temperatura da solução ou concentração de F127, ocorre o empacotamento das 
micelas que resulta em uma transição de fase líquido-gel. Essa propriedade de 
gelificação térmica reversível faz com que o pluronic seja utilizado para aplicação de 
fármacos55,56(fig 8). 
 
O PVA é um polímero sintetizado a partir da hidrólise do poli(acetato de  vinila), 
solúvel em água pois apresenta um grande número de grupos hidroxilas, que faz com 
que ele tenha capacidade de formar ligações de hidrogênio intra e intermoleculares. 
As ligações de hidrogênio e a presença de grupos hidroxilas apresentam uma forte 






Figura 7. Estrutura molecular do copolímero em tribloco F127. Em cinza estão representados 







Ambos os polímeros, F127 e PVA, são biocompatíveis e aprovados pela FDA 
(Food and Drug Administration) para utilização em interface biológica e têm sido 
utilizados para preparação de hidrogéis e filmes60,61. 
 
Souto et al.62 utilizaram hidrogel de F127 contendo GSNO como doador de NO 
para aumentar o fluxo sanguíneo na região clitoriana de voluntárias sadias. Os 
resultados obtidos nesse estudo sugerem que esse material pode ser usado para o 
tratamento de disfunção sexual feminina. 
 
Huang et al. propuseram a utilização de nanocarregadores de PVA-F127 para 
liberação de fármacos para tratamento de epilepsia em modelo animal, através de 
estímulos magnéticos. Os resultados obtidos mostraram que os grupos hidroxilas das 
cadeias de PVA formam ligações de hidrogênio com as cadeias de PEO do pluronic, 
ajudando a estabilizar a micelização dos unímeros de F127. Após a liberação do 
fármaco houve redução significativa no sinal do eletroencefalograma que mostra a 
alteração do ataque epiletico, para o animal tratado com o carregador de PVA-F12763. 
 
Figura 8. Representação esquemática da auto associação do dos unímeros de F127 em 
micelas, seguida do empacotamento das micelas com o aumento da temperatura acima da 
CMT ou da concentração acima da CMC. Em azul são os segmentos de PEO que formam as 
coroas hidrofílicas das micelas e em amarelos são os segmentos de PPO que formam os 
núcleos hidrofóbicos das micelas. As esferas pretas representam as moléculas de GSNO. 
 
Para utilização desses biomateriais poliméricos em interfaces biológicas e seu 






dos tipos de materiais, para que em seguida seja possível realizar o processamento 
apropriado para as diversas aplicações64. As principais técnicas de caraterização de 
biomateriais poliméricos incluem tamanho de partícula, espectroscopia de 
infravermelho, difração de raio-x, análises térmicas, testes mecânicos e de 
mucoadesão, dentre muitos outros. Mansur et al.65 utilizaram espectroscopia no 
infravermelho (FTIR) para caracterizar os diferentes graus de hidrólise do PVA 
reticulado com glutaraldeído. Basak e Bandyopadhyay54 encapsularam drogas em 
solução aquosa contendo micelas de F127, estudaram o formato das micelas  através 
da técnica de microscopia eletrônica e a distribuição de tamanho das partículas por 
espalhamento de luz dinâmico (DLS), enquanto  que  o encapsulamento da droga foi 
estudado através de espalhamento de raio-x a baixo ângulo (SAXS). 
 
A técnica de SAXS tem sido muito utilizada para caracterização de biomateriais 
devido à quantidade e qualidade das informações fornecidas. As aplicações típicas da 
técnica envolvem determinar a estrutura de um sistema de partículas. Com o avanço 
da nanotecnologia, muitos materiais nanoestruturados  com propriedades químicas e 
físicas interessantes vêm sendo desenvolvidos e, para entender suas propriedades é 
necessário conhecer informações estruturais, que podem ser estudadas através da 
técnica de SAXS. 
 
1.5 Espalhamento de raios-X a baixo ângulo  (SAXS) 
 
 
Técnicas de espalhamento de raios-X tem sido amplamente utilizadas para o 
estudo de estrutura e organização de sistemas micelares. Essas são técnicas 
analíticas não destrutivas utilizadas para analisar a forma e o tamanho de partículas 
com dimensões nanométricas, por meio da análise da radiação espalhada pelo 
material. A primeira aplicação conhecida estava relacionada apenas à cristalinidade, 
porém os avanços teóricos e experimentais da técnica, levaram a descoberta de 
outras aplicações, como o estudo da estrutura atômica do material, da sua 
composição química e das propriedades físicas, que são baseadas na intensidade  de 






A intensidade de espalhamento produzida por um material é uma função do 
ângulo de espalhamento e do vetor de espalhamento q, e suas características estão 
relacionadas à densidade eletrônica do material (fig. 9)66. 
 
 
Figura 9. Representação esquemática do funcionamento do SAXS. A radiação (λ) é emitida 
pela fonte, no caso luz síncrotron, em seguida a radiação emitida incide sobre a amostra onde 
ocorre o espalhamento do feixe de raios X (λ’). O raio X espalhado é coletado por um detector 
e o ângulo de espalhamento θ é analisado e convertido no vetor de espalhamento  q. 
 
 
Vários estudos de SAXS tem sido realizados para se determinar a influência de 
diferentes solventes na micelização e gelificação do F127, e do PVA67–70. Chaibundit 
et al. estudaram o efeito do etanol na gelificação de soluções aquosas de F127 e 
observaram que a adição de etanol à soluções contendo 30% de F127 altera 
significativamente as temperaturas de gelificação e o tipo de empacotamento das 
micelas de Pluronic71. 
 
Para se determinar como ocorre o empacotamento das micelas através do 
estudo de SAXS observa-se as posições dos picos de intensidade do vetor q gerado 
em comparação com as reflexões esperados para as diferentes estruturas cristalinas 
conhecidas, a fim de identificar as estruturas presentes na solução. A tabela 1  mostra 
um resumo dos primeiros 5 valores esperados e suas posições em relação  ao pico 






Tabela 1. Relação entre as posições dos vetores q de espalhamento para as geometrias de 
empacotamento de micelas. 
 
 






Meznarich et al. utilizaram a técnica de SAXS para o estudo e caracterização 
de soluções de Pluronic F127 na ausência e na presença de dois aditivos 
farmacêuticos e observaram mudanças na estrutura das soluções na presença dos 
mesmos69. 
Com o objetivo de preparar um biomaterial polimérico para liberação controlada 
de NO e possível aplicação tópica, foi proposto para este trabalho, o uso de sistemas 
micelares de PVA/F127 para controle da liberação fotoquímica de NO a partir da 








O objetivo geral desse trabalho foi o desenvolvimento de uma matriz polimérica 
para a liberação fotoquímica controlada de óxido nítrico a partir do doador de NO S-
nitrosoglutationa. 
Os objetivos específicos desse trabalho foram: 
 Desenvolvimento da matriz polimérica contendo Pluronic F127 e PVA. 
 Caracterização da solução polimérica quanto às estruturas de 
empacotamento. 
 Estudo da liberação fotoquímica de NO a partir da decomposição da 






















Pluronic F127 (Mw = 120 kDa, EO99–PO65–EO99) (ICI, USA), Poli(vinil álcool), 
PVA (80% hidrolisado, Mw = 9 –10 kDa), Poli(vinil álcool), PVA (99% hidrolisado, Mw 
84 -124 kDa), Glutationa (g-Glu-Cys-Glu, GSH), ácido clorídrico, HCl (P.A. 37%) 
(Sigma–Aldrich Chem. Co), nitrito de sódio, NaNO2, iodeto de sódio, ácido acético 
glacial (Sigma–Aldrich Chem. Co) e NaI (Fischer Scientific), foram utilizados sem 
purificação prévia. Todas as soluções foram preparadas com água ultrapura Milli-Q de 
resistividade 18,2 MΩ.cm. 
 
3.2 Síntese da S-nitrosoglutationa (GSNO) 
 
Um volume de 23 mL de uma dissolução aquosa contendo 1,02 g de NaNO2 e 
1,0 mL de HCl concentrado foi resfriado por 20 min em um banho de gelo. Em seguida 
foram adicionados 4,5 g de Glutationa (GSH) pesados em um béquer âmbar de 100 
mL e deixados em banho de gelo. Passados 60 s, foram adicionados a esta solução 
30 mL de acetona previamente resfriados em banho de gelo. A reação foi deixada 10 
minutos sob agitação de 300 rpm, coberta com papel alumínio. Após os 10 min, a 
solução rosada foi filtrada à vácuo e o sólido resultante foi lavado com 15 mL de 
acetona resfriada. Após a lavagem, o sólido foi levado ao congelador, para  ser 
posteriormente liofilizado por 24 h. A GSNO preparada foi triturada em almofariz e 
armazenada em um tubo Falcon de plástico recoberto com papel alumínio, dentro de 
um dessecador à temperatura ambiente. 
 
A determinação da quantidade de produto de degradação da GSNO sintetizada 
foi realizada por meio de cromatografia líquida de alta performance (HPLC) utilizando 
uma coluna Luna C18 (2) – (4,6 x 250 mm, 5 μm) – Phenomenex, a 25º C. Para o 
teste foram preparadas duas fases móveis; a fase móvel A foi preparada misturando-
se 0,2 mL de ácido trifluoracético e 200 mL de água deionizada, o pH da solução foi 
ajustado para 2,2 utilizando-se solução de NaOH, e  a fase móvel B foi preparada com 
8 mL de acetonitrila e 12 mL de água deionizada. O eluente composto por uma mistura 






móvel B para utilização no HPLC foi adicionado a um fluxo de 1,0 mL/min e foi utilizado 
um detector UV a um comprimento de onda de 220 nm. Uma solução de concentração 
7,0 μM de GSNO foi filtrada em filtro de 0,33 μm e foram injetados 50 μL de solução 
no HPLC. O resultado foi analisado em função dos picos do cromatograma. Dada a 
ausência de picos de impurezas, considerou-se alto grau de pureza para a GSNO 
sintetizada. 
 
3.3 Preparação de soluções estoque de F127 e PVA 
 
Soluções estoque de F127 foram preparadas adicionando-se as quantidades 
de F127 descritas na tabela 2 em 100 mL de água deionizada gelada, pois a 
dissolução do F127 ocorre em baixas temperaturas, sob agitação, em frasco com 
tampa. Em seguida os frascos foram levados à geladeira e deixados por 24 a 48 h até 
completa dissolução do sólido. As soluções estoque de PVA foram preparadas 
adicionando-se, em balão de fundo redondo, as quantidades de PVA (Mw 9.000- 
10.000, 80% hidrolisado) e água descritas na tabela 2 juntamente com 0,02 g de 
cloreto de benzalcônio para evitar a proliferação de fungos. Não foi estudado o efeito 
da interferência do cloreto de benzalcônio nas soluções. O balão foi colocado em 
manta de aquecimento a 90ºC sob agitação de 500 rpm e sob refluxo, por 1 h. Em 
seguida a solução foi transferida para tubo falcon de 50 mL e deixada resfriar a 
temperatura ambiente. As soluções foram armazenas em geladeira até o uso. 
 
 
3.4 Preparação de dissoluções aquosas de PVA/F127 e de PVA/F127-GSNO 
 
Para o preparo das amostras de PVA/F127, as soluções estoque acima 
descritas foram misturadas em um frasco de acordo com a tabela 3 e deixadas sob 
agitação de 350 rpm por cerca de 15 min. As amostras PVA/F127-GSNO foram 
preparadas adicionando 56 μL de uma solução fresca de GSNO (concentração final 
8,9 mM) em 5 mL de formulações de PVA/F127 e deixadas sob agitação de 350 rpm 






Tabela 2. Soluções estoque de F127 e PVA expressas em porcentagem massa/volume. 
Massas de F127 e PVA puros pesados para cada uma das soluções separadamente e 

















1 5 5 100 1 5 2,5 50 
2 10 10 100 2 10 5 50 




Tabela 3. Amostras preparadas a partir das soluções estoque descritas na Tabela 2. As 
amostras representadas em azul foram preparas a partir da solução estoque de F127 35%. 
As demais soluções foram preparadas utilizando-se a solução de F127 10% e de PVA 5%, 
exceto a amostra contendo PVA 2,4% e F127 20% (em amarelo), na qual se utilizou solução 














- 2,4 - 1,2 56 5 
- 1,8 - 0,9 56 5 
- 10 - 1,4 56 5 
- 20 - 2,9 56 5 
0,4 - 0,4 - 56 5 
0,8 - 0,8 - 56 5 
2,4 - 2,4 - 56 5 
0,4 2,4 0,4 1,2 56 5 
0,4 1,8 0,4 0,9 56 5 
0,4 10 0,4 1,4 56 5 
0,4 20 0,4 2,9 56 5 
0,8 2,4 0,8 1,2 56 5 
0,8 1,8 0,8 0,9 56 5 
0,8 10 0,8 1,4 56 5 
0,8 20 0,8 2,9 56 5 
2,4 2,4 2,4 1,2 56 5 
2,4 1,8 2,4 0,9 56 5 
2,4 10 2,4 1,4 56 5 
2,4 20 1,2 2,9 56 5 






Soluções mais concentradas de PVA/F127 foram preparadas misturando-se 
quantidades de PVA e F127 sólidos em água. Foram pesadas as quantidades dos 
polímeros representadas na tabela 4 em balão de fundo redondo de 50 mL. Adicionou-
se 10 mL de água e o balão foi deixado em manta de aquecimento sob refluxo em 
capela por 1 h a 100°C sob agitação de 300 rpm. Ao final do aquecimento, as soluções 
foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL e deixadas para resfriar à temperatura 
ambiente. Em seguida, foi adicionado 0,112 mL de solução estoque de GSNO para os 
10 mL de solução preparados. A solução final foi homogeneizada sob agitação por 10 
minutos. 
 










Volume de H2O 
(mL) 
1 30 0,1 3,0 10 
1 25 0,1 2,5 10 
1 20 0,1 2,0 10 
1 15 0,1 1,5 10 
1 10 0,1 1,0 10 
1 5 0,1 0,5 10 
10 10 1 1,0 10 
10 5 1 0,5 10 
5 10 0,5 1,0 10 





3.5 Medidas de Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 
 
Aproximadamente 6 mg de cada uma das soluções contendo F127 foram 
pesadas no porta-amostra do DSC para a determinação da CMT. Foi utilizado um 
calorímetro modelo Q100 (TA Instruments, USA) e para a análise, a amostra foi 






80°C no qual o aquecimento foi realizado a uma taxa de 5°C/min enquanto que o 
resfriamento foi a 10°C/min. 
 
3.6 Medidas de Espalhamento de Raios-X a Baixo Ângulo (SAXS) 
 
As medidas in situ foram realizadas na linha de luz SAXS1 no Laboratório 
Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), em Campinas em colaboração com Dr. Florian 
Meneau. As medidas foram coletadas utilizando-se um detector Pilatus 300k. A 
distância da amostra ao detector foi ajustada para 900 mm e o comprimento de onda 
λ de 1,54 Å. A faixa de q resultante foi de 0,013 – 0,5 Å-1, onde q é o vetor de 
espalhamento e 2θ é o ângulo de espalhamento. E a calibração foi realizada 
utilizando-se padrão de prata (dAgBe = 58.38 Å). As amostras foram carregadas à 
temperatura ambiente em capilares de quartzo de diâmetro de 1,5 mm, os quais foram 
colocados no suporte de aquecimento Linkam THMS600. Os dados de SAXS foram 
coletados durante 10s com intervalo de 20s entre cada medida, e as temperaturas 
analisadas foram de 10°C à 65°C a uma taxa de aquecimento de 5°C/min. 
 
3.7 Caracterização da decomposição da GSNO por Espectroscopia UV-Vis 
 
Volumes de 3 mL de cada uma das soluções preparadas foram adicionados a 
uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho óptico que foi colocada dentro de um 
porta amostra do espectrofotômetro UV-Vis (modelo 8453 Hewlett-Packard/Agilent, 
PaloAlto, CA, USA) termostatizado. As amostras foram irradiadas a partir do topo com 
fonte de luz visível (LED de 780 lumens) a 15 e 37ºC durante 1 h, após 15 min de 
estabilização da temperatura. Acompanhou-se o decaimento da banda da GSNO no 
comprimento de onda de 336 nm. Foram escolhidas essas temperaturas, pois nessas 
faixas pode-se estudar o efeito da liberação de NO em todos os tipos de estruturas 
em solução, e a 37°C é uma temperatura de interesse por ser a temperatura normal 
do corpo humano. 
 
3.8 Detecção do NO liberado por quimiluminescência 
 
Um volume de 0,5 mL de amostra foi adicionado a um recipiente de poliestireno, 






GE Analytical instruments, Boulder, CO, US), operando a pressões de O2 e N2 de  6,6 
PSI e 7,8 Torr, respectivamente e termostatizado para as temperaturas de 15 e 37ºC. 
O frasco de reação foi irradiado perpendicularmente com a fonte de luz visível durante 
1 h, após estabilização da linha base (fig. 11). No frasco de reação, o NO liberado pela 
amostra é arrastado pelo fluxo de nitrogênio (N2) até a câmara reacional do NOA onde 
o ozônio é produzido a partir do O2 e em contato o NO,  forma o dióxido de nitrogênio 
no estado excitado (NO2*). Essa espécie, ao decair para o estado fundamental, emite 
radiação com comprimento de onda entre 600 e 875 nm (eqs. 8 e 9), que são 
amplificados em um tubo fotomultiplicador e a intensidade da luz emitida é detectada 
e registrada72,73 (fig. 10). 
 
NO + O₃ → NO₂● + O₂ (8) 
 
 








Figura 10. Representação esquemática do analisador de óxido nítrico por 




O NOA foi previamente calibrado adicionando-se alíquotas de solução estoque 
de NaNO2 50 μM sob 5 mL de solução oxidante (NaI 0,1 M e CH3COOH 0,1M). Em 












Os picos de liberação de NO obtidos em resposta à liberação de NO foram 
integrados e a sua área está diretamente relacionada com a concentração de nitrito 
injetada na solução oxidante. A partir desses valores de área, foi determinada a curva 
de calibração que relaciona área do pico do sinal com concentração de NO. A 
quantidade de NO liberada pelas amostras foi determinada a partir da equação da reta 



















Figura 11. Picos representativos da liberação de NO medida no NOA através de micro 
injeções de solução 50 μM de NaNO2 em meio oxidante contendo excesso de NaI e 
CH3COOH (A) e curva de calibração para liberação de NO a partir das médias das 
áreas dos picos, que relaciona a quantidades de NO em nmol liberado às áreas dos 






4. Resultados e Discussão 
 
 
4.1 Caracterização das soluções por DSC 
 
 
A figura 11 mostra as curvas de aquecimento de DSC obtidas para cada uma 
das soluções contendo 10, 20 e 30% de F127 em presença e ausência de GSNO. 
Com o aumento da concentração de F127, a temperatura crítica para a formação de 
micelas (CMT) diminui. Após a formação das micelas, com o aumento da temperatura 
ocorre o empacotamento das mesmas o que leva à gelificação da solução 
(temperatura crítica de gelificação, CGT). Observando os termogramas, 
independentemente da presença de GSNO na concentração estudada, as amostras 
de 10% e 20% de F127 apresentam um pico endotérmico a 26ºC e 19ºC 
respectivamente, e as amostras contendo 30% m/v F127 um pico a 13ºC. É possível 
observar que a 19ºC a soluções de 10% m/v e 20% são líquidas, no entanto, a solução 
contendo 30% é gel. Isto demostra que os picos obtidos para as amostra de 10% e 
20% m/v de F127 são temperaturas de micelização e para as amostras de 30% m/v 
são temperaturas de gelificação.55 
 
A partir desses resultados, foi possível determinar as temperaturas de estudo 
de liberação fotoquímica de NO (15º e 37º), já que é objetivo do estudo a determinação 
do papel do PVA na micelização do F127 e a influência das micelas na liberação de 
NO e utilizar uma temperatura próxima à temperatura do corpo humano. A tabela 6, 
resume a condição das amostras em cada temperatura. 
 
Para um estudo mais detalhado da estrutura das soluções com o aumento da 









Figura 11. Termogramas de DSC de soluções contendo 10, 20 e 30% m/v de F127 com e 
sem GSNO (100 μM). Os picos endotérmicos estão associados às temperaturas de 
micelização (A e B) e gelificação (C) em cada uma das formulações. Pode-se notar que a 






Tabela 6. Estrutura das soluções contendo F127 nas concentrações estudadas para as  
duas temperaturas nas quais foram realizados os experimentos de liberação de NO. 
Amostra (% m/v de F127) T = 15°C T = 37°C 
10 Solução de unímeros Solução micelar 
20 Solução de unímeros Gel micelar 
30 Gel micelar Gel micelar 
 
 
4.2 Caracterização dos sistemas PVA-F127 por SAXS 
 
 
Em geral os unímeros de Pluronic F127 apresentam raio de giro aproximado de 
1 nm, enquanto que as micelas formadas por esses unímeros apresentam diâmetro 
de cerca de 10 nm e número de agregação da ordem de 50, independentemente da 
concentração do polímero, variando-se apenas com o aumento da temperatura74. 
Estudos mostram que com o aumento da temperatura o tamanho das micelas 
permanece praticamente constante, apresentando apenas pequenas variações, 
porém ocorre agregação das mesmas em diferentes geometrias e distâncias entre 
elas, o que caracteriza o estado gel. 
 
O efeito da temperatura em soluções aquosas de F127 puro e PVA/F127 foi 
examinado por SAXS. Os dados foram recolhidos in situ como uma função da 
temperatura. O diâmetro das micelas e a distância entre as estruturas (d) foram 
calculados combinando-se a lei de Bragg (eq. 11), que relaciona o ângulo da radiação 
incidente, θ, a distância entre planos num cristal, d, e o comprimento de onda da 
radiação incidente, λ (eq. 12) e através da equação 13, utilizando-se o valor de q1. 
 





q = (12) 
 






Na figura 12, pode-se observar o primeiro pico em q1 = 0,25 nm-1 para a solução 
contendo 10% de F127 em água. A formação desse pico indica a presença de micelas 
empacotadas com diâmetro de 25 nm para essa concentração. A formação de micelas 
ocorre em torno de 23°C como pode-se notar através do início da formação do primeiro 
pico em q1. Nessas condições, não observa-se formação de outro pico além do pico 
em q1, que indicaria o empacotamento das micelas de F127. Isto se deve ao fato de 
que a concentração de pluronic não é alta o suficiente para se observar o 
empacotamento das micelas com o aumento da temperatura. 
 
Figura 12. Curvas de SAXS que mostram a intensidade dos picos em função do aumento da 
temperatura para as soluções contendo 10% de F127. Nota-se apenas a formação do pico 
em q1 = 0,33 nm-1. 
 
 
Nas soluções contendo 20% de F127 em água nota-se o aparecimento de dois 
picos em q1 = 0,33 nm-1 e q2 = 0,64 nm-1 que se inicia a 19ºC, indicando o início da 
formação de micelas (CMT). As posições dos picos q1 e q2 indicam que  a formação 
de micelas é seguida do empacotamento lamelar das micelas devido à correlação q2 
≈ 2q1, apresentada na tabela1, na faixa de temperatura de 19°C à 50°C, com distância 
de 19 nm entre elas. Com o aumento da temperatura, a partir  de 45°C, nota-se o 
desaparecimento do pico em q2 = 0,66 nm-1 e o surgimento de dois picos em q3 = 0,56 
nm-1 e q4 = 0,64 nm-1 (fig. 13, linhas em vermelho), que  indica a formação de uma 
estrutura de empacotamento cúbica de face centrada na faixa  de  temperatura  de  






ressurgimento do pico em q2 = 0,64 nm-1 evidenciando-se novamente a formação de 
uma estrutura de empacotamento lamelar (fig. 13, linhas em verde). 
 
Como esperado, com o aumento da concentração de 10% para 20% a 
temperatura de micelização (CMT) diminui de 23°C (10% de F127) para 19°C. 
 
Foram analisadas soluções contendo 20% de F127 com adição de diferentes 
quantidades de PVA durante o aumento da temperatura. Devido à adição de PVA, 
nota-se que as temperaturas nas quais ocorre o empacotamento cúbico das micelas 
de F127 (aparecimento dos picos em q). Nos gráficos representados na figura 14, a 
posição dos picos, o primeiro mais intenso (q1 = 0,33 nm-1) juntamente com o pico a 
q2 = 0,64 nm-1, representa o início do empacotamento lamelar das micelas, como foi 
explicado anteriormente. 
 
Adicionando-se 0,8% de PVA à solução 20% de F127, observa-se que a 
temperatura de micelização (CMT) permanece constante, devido à formação do 
primeiro pico em q1 = 0,33 nm-1 na mesma temperatura que a solução pura de F127 
(19°C). No entanto, o aparecimento do pico em q2 = 0,64 nm-1 indica o empacotamento 
lamelar da micelas que se dá na faixa de temperatura de 19°C a 45°C, seguido do 
desaparecimento do pico em q2 e o surgimento dos picos em q3 e q4 na faixa de 45 – 
50°C, indicando que nessa faixa de temperatura as micelas estão cubicamente 
empacotadas. 
 
Aumentando-se a concentração de PVA para 1%, observou-se novamente a 
diminuição na faixa de temperatura de empacotamento cúbico das micelas, que foi de 
38°C – 50°C, devido novamente, ao aparecimento dos picos em q3 e q4 nessa faixa de 
temperatura. Utilizando-se a equação 13, determinou-se que as micelas empacotadas 
cubicamente apresentam distância de 17,9 nm entre elas, enquanto que no 
empacotamento lamelar a distância entre as micelas é de 19 nm. 
 
Então, comparando-se os gráficos contendo 20% de F127 puro e com adição 
de diferentes concentrações de PVA, nota-se que não houve alteração na CMT ou 
nas temperaturas de formação de empacotamento lamelar das micelas, no entanto 
houve a diminuição das temperaturas de empacotamento cúbico. Porém isso foi 
observado apenas com o aumento da concentração de PVA até 1% (fig. 14 e 15).  No 






para 2,4%, no qual a estrutura lamelar está presente durante todo o aquecimento, fato 
que pode ser constatado devido às posições dos picos q1 e q2, (fig. 14). 
 
 
Figura 13. Curvas de SAXS da intensidade dos picos em função do vetor de espalhamento  q 
com o aumento da temperatura para a solução contendo 20% de F127. À esquerda, as linhas 
em verde mostram a formação da estrutura lamelar de empacotamento enquanto que as 
linhas vermelhas indicam a formação de um estrutura cubica de face centrada. O gráfico à 
direita mostra a intensidade dos picos em função do vetor q para as temperaturas nas quais 








Figura 14. Curvas de SAXS que mostram as intensidades dos picos em função do vetor de 
espalhamento q com o aumento da temperatura para a soluções contendo 20%F127– 
0,8%PVA, 20%F127-1%PVA e 20%F127–2,4%PVA. As linhas em verde mostram a formação 
da estrutura lamelar de empacotamento enquanto que as linhas vermelhas  indicam a 









Figura 15. O gráfico da esquerda mostra a intensidade do pico em q1 = 0,33 nm1 em função 
da temperatura, para as amostras contendo 20% de F127 puro e na presença de 1% e 2,4% 
de PVA. O início da formação dos picos para as 3 amostras ocorre em torno de 20°C, 
indicando que a micelização ocorre na mesma faixa de temperatura nas 3 amostras. O gráfico 
da direita mostra a intensidade do pico em q2 = 0,64 nm-1 em função da temperatura para as 
amostras contendo 20% de F127 puro e na presença de 1% e 2,4% de PVA. 
 
 
Aumentando-se as quantidades de PVA acima de 2,4% foi observado 
separação de fases entre o PVA e o F127. Para cada uma das soluções estudadas 
foram realizados estudos em replicatas (5 vezes). 
 
Baseando-se em dados da literatura, sabe-se que a temperatura na qual a 
solução 30% F127 se empacota cubicamente é de 30ºC69. Então os dados de SAXS 
para as amostras contendo 1%PVA e 2,4%PVA na presença de 30%F127 corroboram 
o fato de que o PVA diminui a temperatura necessária para o empacotamento cubico 
das micelas, provavelmente devido às interações entre as cadeias de PVA e F127 
(ligações de hidrogênio entre as hidroxilas), como observado para as amostras 
contendo 20% de F127. 
 
Na presença de 1% de PVA e 30% de F127, observa-se o aparecimento dos 
picos em q1 = 0,36 nm-1 e q2 = 0,66 nm-1 que indicam a formação de micelas e o 
empacotamento lamelar das mesmas, na faixa de temperatura de 13°C a 25°C. em 
seguida nota-se o desaparecimento do pico em q2 e o surgimento dos picos em q3 = 






micelar. Assim como as soluções contendo 20% de F127, adicionando-se PVA até a 
concentração de 1% às soluções 30% de F127, a CMT e a temperatura de 
empacotamento lamelar das micelas permanece a mesma que a da solução de F127 
pura, no entanto a temperatura de empacotamento cúbico micelar é reduzida. Com o 
aumento da concentração de PVA para 2,4% o empacotamento cúbico ocorre a partir 
de 28ºC (fig 16), e a distância entre as micelas nas duas concentrações de PVA é de 
17,4 nm. 
 
Comparando-se as amostras contendo 20% de F127 com diferentes 
concentrações de PVA e 30% de F127 também com PVA, nota-se que com 30%F127, 
quando ocorre o empacotamento cúbico esse se mantém durante todo o aquecimento, 
enquanto que 20% de F127 a estrutura de empacotamento lamelar volta a aparecer 
ao final do aquecimento (tab 7). Esse fenômeno pode ser explicado devido às 
quantidades de PVA e F127 não serem suficientemente baixas para conservar a 
estrutura lamelar, mantendo assim o empacotamento cubico. 
 
Quanto maior a concentração de F127, maior o grau de empacotamento das 
micelas, portanto, maior a intensidade dos picos como é observado para amostras  de 
30% F127, em comparação com as concentrações de 10% e 20% de Pluronic. Todas 









Figura 16. Gráficos de SAXS que representam as intensidades dos picos em função do vetor 
de espalhamento q com o aumento da temperatura, para as amostram contendo 30% de F127 
com 1% de PVA (A) e 30% de F127 com 2,4% de PVA (B). As linhas em verde mostram a 
formação da estrutura lamelar de empacotamento enquanto que as linhas vermelhas indicam 






Como se esperava, o aumento da concentração de F127 diminui a temperatura 
de micelização (CMT) e os resultados mostraram que com o aumento das 
concentrações de PVA, a temperatura de micelização não é alterada, no entanto o 
empacotamento das micelas (cúbico ou lamelar) ocorre em diferentes faixas de 
temperatura. Esse fenômeno pode ser explicado devido às interações entre as 
cadeias dos polímeros, que formam ligações de hidrogênio entre as cadeias de PEO 
das micelas de Pluronic e as hidroxilas das cadeias de PVA (fig. 17). 
 
 
Figura 17. Representação da formação de ligações de hidrogênio entre as hidroxilas de PVA, 




Tabela 7. Arranjo do F127 em amostras puras de 20% F127 e 30% F127 e na presença de 
diferentes concentrações de PVA. Dependendo da temperatura e da proporção de PVA/F127, 
as micelas podem estar empacotadas cubica (fig. 18) ou lamelarmente. 
 20 wt. % F127  30 wt. % F127  
Puro 1% PVA 2,4% PVA Puro 1% PVA 2,4% PVA 
15ºC Unímeros Unímeros Unímeros Lamelar Lamelar Lamelar 








Figura 18. Representação esquemática do empacotamento cubico das micelas de F127 
estabilizado através de ligações de hidrogênio pelas cadeias de PVA. Em verde estão 
representadas as cadeias de PVA, em amarelo são as cadeias de PEO do Pluronic e em 
violeta as cadeias de PPO. 
 
4.3 Cinéticas de fotodecomposição da GSNO em água e em soluções de F127 
 
 
A GSNO sofre decomposição fotoquímica com liberação de NO de acordo com 
uma reação unimolecular, (eq. 14), cujos dados cinéticos se ajustam a uma equação 
de velocidade integrada de primeira ordem, na qual ocorre a quebra homolítica da 
ligação S-NO. Os resultados obtidos a 15°C e 37°C por  espectroscopia UV-Vis 
mostram que nas duas temperaturas e em ausência de luz a GSNO é estável, com 





Em solução aquosa, observou-se que na ausência de luz (fig. 19A), os valores 
de absorbância da banda característica da GSNO em 336 nm permanecem 
constantes, indicando que não ocorre decomposição da mesma durante 1 h,  portanto 
nessas condições, a decomposição é apenas fotoquímica, umas vez que com o 
aumento da temperatura de 15°C para 37°C não houve variação nos valores de 
absorbância a 336 nm. No entanto na presença de luz visível, pode-se notar a total 
decomposição da GSNO, no período de 1 h, devido ao desaparecimento da banda  






desaparecimento da banda em 336 nm por meio de irradiação com luz foram 
ajustadas através de equações de decaimento exponencial de primeira ordem, e os 
valores das constantes (k) de decaimento foram estimados. 
 
A decomposição da GSNO foi estudada em soluções contendo F127 puro a 
15°e 37°C. Na presença de F127, a constante de velocidade de primeira ordem da 
fotodecomposição da GSNO na concentração de 100 µM a 37ºC é 1,4 vezes maior 
(k37C = 2,6 ± 0,7 ms-1) do que a constante observada a 15ºC (k15C = 1,9 ± 0,4 ms-1). 
 
Os dados de cinéticas de fotodecomposição de GSNO em presença de F127, 
obtidos em ambas as temperaturas também mostram uma diferença significativa nos 
valores das constantes de velocidade na presença de F127 (tabela 8). Além do  efeito 
da temperatura, observa-se que, a 15ºC, a velocidade de fotodecomposição diminui 
com o aumento da concentração de F127 (fig. 20A). Porém, este efeito da 
concentração de F127 não foi observado a 37ºC no qual os valores permanecem 
constantes com a concentração de F127 (fig. 20B). 
 
Figura 19. Curvas cinéticas normalizadas de decomposição de GSNO 100 μM em água  com 
e sem irradiação com luz visível, durante 1 h (A) e variação representativa da banda de 
absorção em 336 nm da GSNO durante a irradiação de uma solução aquosa por 1 h. Os 
espectros foram coletados com intervalo de 1 min. 
 
Os dados do SAXS revelam que a CMT das soluções contendo 10%, 20% e a 
GMT das soluções contendo 30% de F127 são 23ºC, 19ºC e 13ºC respectivamente. 






homogeneamente na solução, enquanto que nas concentrações de 30% de F127 
ocorre o empacotamento das micelas. Nas soluções mais concentradas nas quais a 
porcentagem de unímeros é menor, uma vez que com o aumento da concentração 
ocorre a formação de micelas, os valores menores das constantes de velocidade de 
decomposição da GSNO sugerem que a 15°C as micelas reduzem a velocidade de 
fotodecomposição da GSNO (tabela 8). O empacotamento das micelas, nesta 
temperatura, reduz drasticamente a decomposição da GSNO. 
 
A 37°C, o F127 forma micelas nas 3 concentrações analisadas, porém a 20 e 
30% as soluções gelificam devido ao empacotamento lamelar e cubico das micelas, 
respectivamente. Nessa temperatura, os valores das constantes de velocidade obtidos 
não são afetados pelas concentrações de F127 (figura 17B). 
 
Comparando-se os valores das constantes de decomposição da GSNO a 15°C 
e a 37°C para uma mesma concentração de F127, observou-se que o empacotamento 
das micelas (soluções a 37°C) provoca um aumento das velocidades de 
decomposição da GSNO em temperaturas mais elevadas. Uma possível explicação 
para esse fenômeno é que aumento da temperatura leva a uma maior desidratação 
das cadeias de PPO que constituem o núcleo das micelas, portanto tem-se maior 
concentração de moléculas de água nos sítios intermicelares que é onde a GSNO está 
localizada em solução. Por isso, a microviscosidade da parte aquosa da solução pode 
estar sendo reduzida, o que pode fazer com que o fenômeno de “cage effect” seja 








Figura 20. Curvas cinéticas normalizadas de fotodecomposição da GSNO obtidas por 
espectroscopia UV-Vis durante irradiação com fonte de luz visível por 1 h a 15°C (A) e a 37°C 
(B), em solução aquosa e em soluções contendo 10, 20 e 30% m/v de Pluronic F127. As 
cinéticas foram obtidas a partir do decaimento da banda do reagente (GSNO) a 336 nm. As 
linhas vermelhas representam os ajustes de curvas de primeira ordem para determinação das 




4.4 Detecção da quantidade de NO liberado por quimiluminescência 
 
 
A figura 21 mostra os resultados de detecção de NO em tempo real por 
quimiluminescência, para as amostras de F127 a 15 e 37°C, confirmando a  influência 
do F127 na fotodecomposição da GSNO e consequentemente na liberação de NO. 
Após a estabilização da linha base, ligou-se a fonte de luz visível, observando-se que 
o sinal rapidamente atinge um valor máximo de intensidade, que é proporcional à 
quantidade máxima de NO liberada (NOmax, nmol). Esse  valor diminui na presença de 
soluções de F127 mais concentradas, como se observa a 30% m/v, em ambas as 
temperaturas, e é maior para temperaturas mais altas, como se observa a 37°C para 
todas as soluções. Após atingir o valor máximo, o sinal diminui até chegar à 
intensidade da linha base, onde a liberação de NO não é mais observada nessas 
condições. Uma diminuição significativa na intensidade do sinal é observada nas 
amostras contendo 30% de F127 a 15°C, na qual se nota-se uma liberação 
praticamente constante durante o tempo analisado, demonstrando a estabilização 
fotoquímica da GSNO nessas condições, em concordância com os resultados 
apresentados pro espectrofotometria UV-Vis. 
 
As quantidades totais de NO liberado (nmol NOtotal/mL) e o tempo (t) para se 
atingir esse valor em todas as formulações, foram calculados a partir da integração da 
curva de quimiluminescência (figs. 21C e 21D). Como está representado na figura 21, 
as formulações contendo 30% F127 liberam as menores quantidades de NO nas duas 
temperaturas estudadas. No entanto, as quantidades são menores do que as 
liberadas nas soluções aquosas nas condições utilizadas. Esses resultados confirmam 
o efeito da temperatura na liberação de NO e o papel que o F127 exerce nas taxas de 






observado através dos dados de espectroscopia UV-Vis. Em concordância com os 
valores das constantes de velocidade de decomposição da GSNO encontrados por 
UV-vis, os dados de “t”, que correspondem ao tempo para se atingir a quantidade total 
de NO liberado, demostram que a 15ºC em presença de 30% m/v de F127 a GSNO é 
mais estável, liberando NO mais lentamente. Igualmente, estes valores de “t” não são 
afetados pela concentração de F127 a 37ºC, sendo estes valores menores que a 15ºC, 
o que indica que a GSNO libera NO mais rapidamente em  altas temperaturas. 
 
Como explicado anteriormente, as soluções de F127 contendo 30% m/v a 15°C 
apresentam micelas, enquanto que a solução contendo 10% m/v e 20 de F127 
apresenta apenas unímeros distribuídos homogeneamente em solução. O maior valor 
de “t” obtido para as soluções de F127 30% m/v a 15°C comprova que a decomposição 
da GSNO é mais lenta em presença de micelas de F127 (tabela 8). A 37°C as soluções 
mais concentradas, 20 e 30% m/v, estão gelificadas (as micelas apresentam 
empacotamento lamelar e cúbico) e apresentam valores de “t” semelhantes. No 
entanto, esses valores são menores do que os valores de “t” para as três soluções a 
15°C confirmado que o empacotamento das micelas aumenta a velocidade de 
liberação de NO a partir da GSNO (fig. 21). 
 
A correlação entre os valores das constantes de velocidade, obtidos por 
espectroscopia UV-Vis e os valores de “t” e NOmax obtidos por quimiluminescência 
(NOA) demonstra que a presença de micelas afeta a decomposição da GSNO. No 
entanto, como as quantidades de NO liberado por mL são praticamente as mesmas 
para todas as soluções (fig. 21), as micelas de F127 desempenham um importante 
papel na modulação da velocidade de decomposição da GSNO e, consequentemente, 







Figura 21. Sinal de NO liberado, medido por quimiluminescência durante a irradiação de 
amostras contendo GSNO 100 μM a 15°C (A) e 37°C (B) em solução aquosa e na presença 
de F127 10%, 20% e 30%. Observa-se um aumento acentuado na quantidade de NO liberado, 
com a diminuição da concentração de F127 em ambas as temperaturas. As integrações das 
áreas das curvas das Figs. A e B estão apresentadas nas Figs. C e D, respectivamente. Os 
parâmetros cinéticos extraídos da fig. 21 estão apresentados na Tab. 8 e na Fig. 22. 
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Tabela 8. Constantes de velocidade de primeira ordem para as cinéticas de decomposição da GSNO acompanhadas por espectrofotometria 
UV-Vis (kUV-VIS); quantidades de NO máximo liberado, medidas por quimiluminescência (NOmax); valores do tempo “t” necessário para se atingir 
o NOmax  e quantidade total de NO liberado nas condições dos experimentos a 15 e 37°C (NOtotal). 











nmol NOtotal / 
mL* 
t (s) 
H2O 1,89±0,36 69,72,5 0,560,05 1600 2,62±0,68 75,35,8 0,720,09 1244,5189,5 
10% F127 2,15 0,19 41,1 9,6 0,270,01 761,399,5 3,680,14 55,9 6,8 0,310,03 624,349,0 
20% F127 1,690,12 21,66,0 0,190,05 773,339,1 3,040,49 28,06,2 0,250,13 882,0150,9 
20% F127 0,820,16 7,93,5 0,190,02 1600 3,130,25 14,92,9 0,170,05 840,3128,2 
10% F127 - 1% PVA --- 35,30,5 0,270,02 908,7115,1 --- 54,66,8 0,360,06 961,3411,9 
20% F127 - 1% PVA --- 12,97,7 0,160,12 934,086,8 --- 24,33,0 0,250,03 959,7411,9 
20% F127 - 1% PVA --- 4,31,1 0,080,03 1600 --- 15,02,3 0,150,05 820,740,1 
10% F127 - 2.4% PVA --- 22,57,4 0,220,07 1246,0  75,4 --- 50,44,2 0,460,07 1083,3339,3 
20% F127 - 2.4% PVA --- 9,30,8 0,170,01 1646,3154,7 --- 19,42,3 0,290,04 1092,7215,9 
30% F127 - 2.4% PVA --- 9,30,9 0,080,02 1600 --- 15,40,6 0,140,02 837,5203,5 












4.5 Influência do PVA na liberação de NO por quimiluminescência 
 
Estudos anteriores reportados na literatura16 mostraram que o PVA pode 
formar ligações de hidrogênio com as unidades PEO das micelas de F127 
estabilizando-as. Após a adição de PVA às soluções de F127, foi estudada a 
influência do PVA na liberação do NO a partir da fotodecomposição da GSNO. Assim 
como para as amostras contendo F127 puro, foram calculadas a quantidade máxima, 
a quantidade total de NO liberado e o tempo “t” necessário para se atingir esse 
máximo, nas temperaturas de 15 e 37°C. 
Com o aumento da concentração de PVA a 15°C, observou-se que o tempo 
para atingir “t” é maior, enquanto que a quantidade máxima de NO liberado (NOmax) 
diminui, em comparação com as amostras contendo apenas F127, o que mostra  que 
nessa temperatura, o PVA leva a uma diminuição da velocidade de liberação de NO, 
enquanto que a 37°C não foi observada influência do PVA sob o F127 durante  a 
liberação de NO (estes efeitos não foram observados para concentrações de PVA 
menores que 1%). 
 
Comparando-se a quantidade de NO total liberado por mL em cada formulação 
de F127 na presença de 1 % e 2,4 % de PVA a 15ºC e 37ºC, observa-se que as 
soluções liberam a mesma quantidade total de NO, independentemente da 
concentração de PVA. No entanto, a15°C a quantidade de NO liberado diminui com 
o aumento da concentração de PVA, ao contrário do que foi observado em F127 puro, 
onde a quantidade total de NO liberado não está influenciada pela temperatura ou 
concentração. 
 
Da mesma forma que nas soluções contendo F127 puro, na presença de  PVA 
a quantidade total de NO liberado é maior a 37ºC. Estes resultados demonstram a 
possibilidade de controlar a dose de NO liberado através da variação da concentração 
de F127 na presença de PVA. 
 
Em relação ao efeito da temperatura, pode-se considerar que na temperatura 
mais baixa (15°C), as ligações de hidrogênio são mais favorecidas, uma vez que as 
cadeias de PPO estão mais hidratadas e os sítios hidrofóbicos, que são os núcleos 
micelares, não estão tão desidratados quanto a 37°C. Esta condição, na qual o 





microviscosidade, favorece a liberação mais lenta de NO. No entanto, na temperatura 
mais alta (37°C), a extensão da hidratação dos blocos PPO é menor e  a água 
removida dos mesmos deve se situar no ambiente intermicelar, reduzindo a sua 
microviscosidade. Nesta condição, as velocidades de liberação de NO são maiores. 
 
Em relação ao efeito da concentração de PVA na liberação de NO, observa- 
se influência do PVA a 15°C, nas amostras contendo 20% de F127, nas quais os 
unímeros estão distribuídos homogeneamente em solução, e nas amostras contendo 
30% de F127 nas quais o F127 está organizado em micelas e estas empacotadas em 






Figura 23. Perfis de liberação de NO determinados por quimiluminescência para as amostras 
contendo 100 μM de GSNO a 15°C (curvas à esquerda) e 37°C (curvas à direita) sob 
irradiação com luz visível. As curvas azul claro representam as amostras de F127 puras nas 
concentrações de 10, 20 e 30%. As curvas vermelhas representam a adição de 1% de PVA 






Figura 24. As integrações das áreas sob as curvas correspondentes da figura 23. 
 
 
Nestas condições, a presença de PVA em concentrações de 1 e 2,4% leva a 
uma redução das velocidades de liberação de NO, que provavelmente está 
associada, como mencionado, a um aumento da microviscosidade da solução como 
um todo (no caso de unímeros) ou nas regiões intermicelares (no caso da estrutura 





Portanto, com a adição de PVA às soluções de F127, observou-se um efeito 
mais pronunciado na redução da taxa de liberação de NO a 15°C. Como citado 
anteriormente, uma hipótese para esse fenômeno é que à 15°C ocorre maior 
interação (ligações de hidrogênio) entre o PVA e as cadeias de PEO do F127 na parte 
hidrofílica da solução, onde a GSNO está localizada, e essas interações promovem 
um aumento na microviscosidade do solvente. Com isso, quando ocorre a 
decomposição fotoquímica da GSNO, a difusão dos radicais resultantes dessa 
fotodecomposição (GS• e NO•) é mais lenta em função da microviscosidade 
aumentada e a taxa de recombinação radicalar aumenta (cage effect),  levando assim 
a uma redução da liberação do NO. 
 
Esse fenômeno de cage effect foi observado por Seabra et al.23  para 
soluções de PEG contendo GSNO, nas quais a taxa de liberação de NO através da 
fotodecomposição da GSNO é menor se comparada com a fotodecomposição da 
GSNO em solução aquosa (Fig. 6). Estes autores observaram que na solução de 
PEG, ocorre o aumento da microviscosidade da solução devido às interações de 
hidrogênio intermoleculares, provocando um aumento no tempo de residência do 
NO livre em solução, o que leva a um aumento na probabilidade de recombinação 
radicalar com o radical GS• que ainda não reagiu para a formação do dímero GSSG. 
 
Shishido e de Oliveira26 mostraram o efeito da microviscosidade da solução  de 
PEG na decomposição térmica e fotoquímica da S-nitroso-N-acetilcisteína (SNAC) e 
também observaram a liberação mais lenda de NO devido ao fenômeno do cage 
effect. A figura 25 representa o efeito do solvente no mecanismo de recombinação 







Figura 25. Mecanismo de quebra homolítica de RSNOs e a recombinação radicalar 
provocada pelo cage effect do solvente. No esquema, k1 e k1’ são constantes de velocidade 
para os processos de desativação; k2 e k2’ são as constantes de velocidade para a formação 
dos pares de radicais presentes na gaiola do solvente no estado excitado e no estado 
fundamental, respectivamente; k3 é a constante da taxa de recombinação radicalar e k4 e k4’ 
são as constantes de velocidade de escape dos pares de radicais a partir da gaiola do 
solvente. (Reproduzido com permissão de Shishido e de Oliveira. Photochem Photobiol. 
(2000) 273-280 © John Wiley and Sons). 
 
Shishido et al.28 também mostraram o efeito da microviscosidade do solvente para 
liberação de NO a partir de GSNO e SNAC em solução de F127. Os resultados apresentados 
mostraram que a presença de micelas de F127 em determinadas temperaturas aumenta a 
microviscosidade da solução, favorecendo o cage effect e a recombinação radicalar, 
diminuindo assim a velocidade de liberação de NO a partir dos RSNOs estudados, em 
comparação com solução aquosa. 
 
Desta forma, estes resultados da literatura corroboram os resultados do presente 
estudo que, por sua vez, contribuem para uma melhor compreensão da microestrutura dos 
hidrogéis micelares de Pluronic F127 e ampliam seu potencial de uso para a liberação 
controlada de NO em aplicações biomédicas. 
 
Dentre todos os resultados analisados, constatou-se que, em termos de utilização do 





exemplo, a soluções na qual a taxa de liberação é mais lenta, como a 15°C na presença de 









Os resultados obtidos mostram que é possível modular a liberação fotoquímica 
de NO a partir da GSNO, em soluções e hidrogéis de Pluronic  F127/PVA através da 
variação da temperatura do hidrogel e das concentrações dos polímeros. 
 
A adição de PVA diminui as temperaturas de empacotamento cubico das 
micelas. As hidroxilas presentes nas cadeias de PVA podem formar ligações de 
hidrogênio com as cadeias de PEO presentes na coroa das micelas e essas 
interações estão mais presentes a 15°C devido ao caráter mais hidrofílico da solução, 
que forma um ambiente que apresenta maior microviscosidade, favorecendo a 
recombinação dos radicais GS• e NO•. 
 
A liberação de NO se dá de maneira mais lenta nas soluções estudadas a 15°C, 
nas quais, devido ao ambiente mais hidrofílico, as ligações de hidrogênio  entre as 
cadeias de polímeros estão favorecidas. 
 
A a 37°C a liberação de NO é mais rápida devido à diminuição da 






6. Sugestões de trabalhos futuros 
 
Para a continuidade desse estudo, sugere-se o uso de PVA previamente 
funcionalizado com grupos SNO para liberação de NO, ao invés de se incorporar no 
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